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БИОИНФОРМАЦИОННЫЙ ПОИСК
РАСТИТЕЛЬНЫХ ГОМОЛОГОВ 
Ste20ПОДОБНЫХ 
СЕРИН/ТРЕОНИНОВЫХ 
ПРОТЕИНКИНАЗ
Обнаружено 11 растительных гомологов Ste20по
добных протеинкиназ животных и дрожжей. Показано,
что ближайшими растительными гомологами Ste20по
добных протеинкиназ являются белки с ранее неизвестной
функцией A9RVK0 из мха Physcomitrella patens ssp. patens
и A7P2E2 из винограда Vitis vinifera. Ближайшее поло
жение к группе растительных гомологов занимает
Ste20подобная протеинкиназа dst1 из слизевика Dictyo
stelium discoideum. Предсказана пространственная
структура каталитического домена A9RVK0 из P. patens
ssp. patens.
Введение. Ste20подобные серин/треони
новые протеинкиназы дрожжей [1], миксоми
цетов [2, 3] и их животные гомологи протеин
киназы SLK (Ste20подобные серин/треони
новые протеинкиназы) отвечают за регуляцию
полярности клеток на различных стадиях кле
точного цикла [4–6]. Показано, что в клетках
дрожжей протеинкиназа Ste20 активирует
MAPKKK каскады [7], принимает участие в
фосфорилировании белков [8], регуляции вы
хода из митоза [9], прямой регуляции апопто
за [10], регулирует рост и обратную связь
в условиях дефицита глюкозы [11], участвует
в осмосенсорных Sho1сигнальных путях [12],
феромонзависимой передаче сигналов [13],
регуляции роста псевдогифов [14], передаче
сигналов во время роста мицелия [15], детер
минации сайтов почкования клетки [16].
В клетках млекопитающих протеинкиназа
SLK (LOSK) ассоциирована с микротрубочка
ми и центросомами, а ее ингибирование при
водит к дезориентации микротрубочек [17].
Таким образом, эта протеинкиназа обеспечи
вает радиальное расположение микротрубочек
и является необходимой для правильной ло
кализации аппарата Гольджи в различных ти
пах клеток [17]. 
На основании аналогии с Xenopus laevis
[18] предполагается, что протеинкиназа SLK
(гомолог xPlkk1 X. laevis) может регулировать
активность Poloподобной протеинкиназы
Plk1 (гомолога Plx1 X. laevis) [17, 19]. Считает
ся, что протеинкиназа SLK фосфорилируется
протеинкиназами ATM (ataxiatelangiectasia
mutated) или ATR (ataxiatelangiectasia and
Rad3related), которые принимают участие
в опосредовании клеточного ответа на пов
реждения ДНК [20, 21]. Предполагаемая связь
протеинкиназы SLK с процессом репарации
ДНК подтверждается ее способностью инду
цировать апоптоз путем непосредственного
фосфорилирования и активации протеинки
назы1. Эта протеинкиназа регулирует апопти
ческие сигналы (ASK1) с последующей акти
вацией р38 митогенактивированной проте
инкиназы, участвующей в MKK4/MKK7JNK
и MKK3/MKK6p38 каскадах, которые конт
ролируют цитокинез и ответ на стресс [22].
Вероятно, этим свойством объясняется роль
протеинкиназы SLK в регуляции клеточного
деления, в частности, в контроле организации
микротрубочек в интерфазе [17].
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Ste20подобные протеинкиназы были выде
лены в отдельное семейство на основании вы
сокой степени гомологии последовательностей
их каталитических доменов STE20 из Saccharo
myces cerevisiae [23, 24]. Другие же домены мо
лекул протеинкиназ упомянутого семейства
могут сильно различаться по последователь
ностям аминокислот и, соответствено, вторич
ной структуре молекул [24]. Для протеинкиназ
SLK животных характерно наличие каталити
ческого домена (порядка 250–260 аминокис
лотных остатков) в Nконцевой области моле
кулы [25]. В свою очередь каталитический до
мен (порядка 248–252 аминокислотных остат
ков) протеинкиназы STE20 дрожжей располо
жен в Сконцевой области молекулы [26].
Несмотря на различную локализацию, киназ
ные домены Ste20подобных протеинкиназ
животных и дрожжей имеют высокую степень
сходства аминокислотных последовательнос
тей. В свое время это явилось основой для би
оинформационного предсказания Ste20по
добных протеинкиназ у животных (SLK) и
слизевика Dictyostelium discoideum на основа
нии их гомологии протеинкиназе STE20 из S.
cerevisiae [3, 27].
Несмотря на важную роль Ste20подобных
протеинкиназ в регуляции многих фундамен
тальных процессов, протекающих в клетке,
информация о существовании их раститель
ных гомологов практически отсутствует, а един
ственным известным потенциальным расти
тельным гомологом является протеинкиназа
SIK1 (serine/threonine kinase 1) из Arabidopsis
thaliana [28, GenBank: GI2352083]. Кроме того,
недавно, нами была показана гомология белка
с неизвестной функцией – A7P2E2_VITVI из
винограда протеинкиназе SLK человека
(Q9H2G2) [29].
Таким образом, высокая консервативность
первичных последовательностей каталитичес
ких доменов Ste20подобных протеинкиназ
представителей грибов, слизевиков и млеко
питающих [3, 27] позволила нам сделать вывод
в пользу результативности биоинформацион
ного поиска гомологов Ste20подобных проте
инкиназ у высших растений. В связи с этим
целью настоящего исследования являлся по
иск гомологов Ste20подобных протеинкиназ
высших растений путем сканирования баз
данных (SwissProt и TrEMBL) с применением
в качестве поисковых векторов последова
тельностей каталитических доменов протеин
киназ SLK животных и STE20 дрожжей, взя
тых из базы данных SwissProt. Нас интересо
вало также выяснение положения этих гомо
логов относительно групп представителей су
персемейства протеинкиназ STE20 миксоми
цетов, грибов и животных.
Материалы и методы. Эталонные последова
тельности Ste20подобных протеинкиназ жи
вотных, дрожжей и миксомицетов были взяты
из базы данных SwissProt (www.expasy.org)
[30]. Поиск растительных гомологов производи
ли путем BLASTpсканирования базы данных
UniProt (SwissProt и TrEMBL) [30] против
последовательностей каталитических доменов
протеинкиназ SLK_HUMAN (Q9H2G2) чело
века и STE20_YEAST (Q03497) из S. cerevisiae.
BLASTpсканирование (SIB BLAST Network
Service) выполняли при следующих параметрах:
весовая матрица – BLOSUM62, порог E (чис
ло ожидаемых совпадений в случайной вы
борке) = 10 с подключением фильтров: «Filter
the sequence for lowcomplexity regions» и
«Gapped alignment») (www.expasy.org) [31].
Отбор растительных гомологов осуществляли
на основании таких показателей, как процент
идентичности последовательностей, процент их
сходства, а также случайным ожиданием этих
результатов (Evalue) [32].
Доменную архитектуру белков анализиро
вали с применением сетевого инструмента
SMART (http://smart.emblheidelberg.de/) [33],
а также на основании информации, представ
ленной на ресурсе ExPASy Proteomics Server
(http://www.expasy.org/). Множественные вы
равнивания аминокислотных последователь
ностей выполняли с помощью программы
Clustal X (2.0.5) (http://www.clustal.org) [34].
Выравнивания аминокислотных последова
тельностей осуществляли с применением се
рии матриц BLOSSUM, а нуклеотидных пос
ледовательностей – с применением серии
матриц Gonnet [34].
Филогенетический анализ выполняли на
основании результатов множественных вы
равниваний последовательностей протеинки
назных доменов [35, 36] с применением мето
да UPGMA [37] и метода связывания ближай
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ших соседей (NeighborJoining или NJ) [37,
38]. Визуализацию и анализ дендрограмм осу
ществляли с помощью программ TreeView X
Ver.5 [39] и MEGA4 [40].
Доменную организацию и границы протеин
киназного домена определяли на основании
моделей SMART (http://smart.emblheidelberg.
de/). Консервативность остатков и мотивов в
функционально важных положениях расти
тельных гомологов оценивали на основании
сравнительного анализа относительно исход
ных последовательностей SLK протеинкины
человека (www.expasy.org).
Для реконструкции пространственной
структуры A9RVK0 (названной нами STSLK,
Serine/Theonine Ste20Like Kinase) из мха
Physcomitrella patens ssp. patens применяли ме
тод гомологичного (профильного) моделиро
вания [41]. В качестве матрицы свертки ис
пользовали пространственную структуру ком
плекса протеинкиназы Mst1 (Q13043, STK4_
HUMAN, Serine/threonineprotein kinase 4) че
ловека [http://www.pdb.org/pdb/cgi/explore.cgi?
pdbId=3COM], депонированную в Protein
Data Bank (PDB) (код доступа 3COM) [42].
Недостающий в матрице участок из четырех
аминокислотных остатков, принадлежащих
АТФсвязывающей петле, реконструировали
с использованием информации о структуре
комплекса Ste20подобной протеинкиназы
человека с 5амино3((4аминосульфонил)
фенил) аминоN(2,6дифторфенил)1Н1,2,4
триазол1карботиоамидом (код доступа 2J51).
Оптимизацию геометрии построенной промо
дели осуществляли путем минимизации энер
гии согласно методу LBFGS [43]. Визуализа
цию полученных данных производили с помо
щью программы DS Visualizer 2.0 (Accelrys
Software Inc.). Структурные различия между
A9RVK0 и Mst1 оценивали на основании рас
чета RMSD (корня среднеквадратичного от
клонения их координат) с использованием
возможностей программного пакета Swiss
Pdb Viewer 4.0 [44].
Результаты исследований и их обсуждение.
В результате BLASTpсканирования UniProt
(SwissProt / TrEMBL) против последователь
ности каталитического домена SLK_HUMAN
были обнаружены растительные гомологи
Ste20подобной протеинкиназы человека
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(SLK). Согласно данным BLASTpсканирова
ния базы данных UniProt, идентичность кон
сенсусных областей достигала 45–46 % при
65–66%ном сходстве (таблица), и, как показа
ли результаты анализа в SMART, обнаруженные
последовательности во всех случаях соответст
вовали каталитическим доменам серин / трео
ниновых протеинкиназ. Все обнаруженные рас
тительные гомологи Ste20подобных протеин
киназ депонированы в базе данных TrEMBL и
обозначены как белки с неизвестной функцией.
Исключение составляет только белок O24527
(TAIR: At1g69220) из A. thaliana, представленный
как потенциальный гомолог STE20–SLK1 (се
рин/треониновая протеинкиназа 1). Анало
гичное сканирование базы данных UniProt с
использованием в качестве поискового вектора
последовательности каталитического домена
протеинкиназы STE20 из S. cerevisiae (STE20_
YEAST), являвшейся в свое время исходной
для поиска животных гомологов [45], также
подтвердило принадлежность найденных рас
тительных белков к группе Ste20подобных
протеинкиназ. При этом идентичность кон
сенсусных областей последовательности про
теинкиназы STE20_YEAST составляет 38–
40 % при 58%ном сходстве (таблица).
После исключения дублирующихся статей
путем сопоставления координат соответствую
щих генов было выделено 11 гомологов Ste20
подобных протеинкиназ из следующих расте
ний: A. thaliana (Q9LQA1, O24527), Hordeum
vulgare var. distichum (Q9ARL7), O. sativa ssp.
japonica (Q10CN6), O. sativa ssp. indica
(B8AK85), Physcomitrella patens ssp. patens
(A9RVK0), Populus balsamifera ssp. trichocarpa
(B9HXI5), Ricinus communis (B9REC4), Solanum
chacoense (B3GK00), Sorghum bicolor (Q8LKU7)
и Vitis vinifera (A7P2E2) (таблица).
Для определения положения найденных
растительных протеинкиназ относительно
групп Ste20подобных протеинкиназ живот
ных и STE20протеинкиназ дрожжей было
выполнено множественное выравнивание
последовательностей их каталитических до
менов и последовательностей каталитических
доменов экспериментально проверенных жи
вотных (SLK) и дрожжевых (STE20) протеин
киназ, депонированных в SwissProt (рис. 1), а
также построено филогенетическое UPGMA
древо (рис. 2). Полученные результаты подт
верждают высокую степень консервативности
найденных растительных протеинкиназ на
уровне аминокислотных последовательностей
каталитических доменов (идентичность – 87–
100 %; сходство – 95–100 %). При этом выяв
ленная группа растительных Ste20подобных
протеинкиназ оказалась близкой как животным
протеинкиназам SLK (идентичность – 44–
46 %; сходство – 64–65 %), так и STE20про
ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2009. № 672
П.А. Карпов, А.И. Емец, В.Г. Матусов, А.Ю. Ныпорко, Е.С. Надеждина, Я.Б. Блюм
Рис. 2. Результаты филогенетического анализа близости животных SLK, дрожжевых и растительных Ste20подобных
протеинкиназ на основании сходства аминокислотных последовательностей их каталитических доменов. Кладис
тический анализ выполнен с применением алгоритма UPGMA
теинкиназам дрожжей (идентичность – 38–
43 %, сходство – 54–62 %). Однако при этом
наблюдается образование общей клады с жи
вотными SLK, что свидетельствует в пользу
большего сходства животных SLK и потенци
альных растительных гомологов, а также об их
большей эволюционной близости. Согласно
данным кладистического анализа и значениям
дистанций парных выравниваний аминокис
лотных последовательностей каталитических
S_TKc доменов, ближайшими гомологами
Ste20подобных протеинкиназ представителей
царства животных и царства растений являются
протеинкиназа животного происхождения
SLK_MOUSE из Mus musculus и растительные
протеинкиназы A9RVK0 из P. patens ssp. patens
(идентичность – 45 %, сходство – 65 %) и
A7P2E2 из V. vinifera (идентичность – 46 %;
сходство – 65 %).
Парное выравнивание аминокислотных по
следовательностей каталитических доменов и
соответствующих им кодирующих областей
(мРНК) протеинкиназы SLK человека и по
тенциальной растительной Ste20подобной
протеинкиназы из модельного объекта P. patens
ssp. patens (рис. 3) также подтвердило их высокое
сходство на уровне нуклеотидных последова
тельностей мРНК. Это подтверждает высокую
вероятность общего происхождения их генов
от общей предковой последовательности и вы
сокую вероятность гомологии функции [32].
На основании вышеизложенного белок
A9RVK0 из мха Physcomitrella patens, названный
нами STSLK (Serine/Threonine Ste20Like
Kinase), был выбран для дальнейшего пред
сказания пространственной структуры ката
литической области (каталитический домен и
прилегающие С и Nконцевые участки, с
Лей125 по Арг412) с помощью методов про
фильного молекулярного моделирования по го
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Рис. 3. Парное выравнивание нуклеотидных последовательностей, соответствующих каталитическим доменам
Ste20подобной протеинкиназы SLK из Homo sapiens, и потенциального белка A9RVK0 с неизвестной функцией
из Physcomitrella patens ssp. patens: SLK_HUMAN – аминокислотная последовательность каталитического доме
на SLK Homo sapiens; NM_014720.2 – нуклеотидная (мРНК) последовательность кодирующей области каталити
ческого домена протеинкиназы SLK Homo sapiens; A9RVK0_PHYPA – аминокислотная последовательность ка
талитического домена потенциальной Ste20подобной протеинкиназы из P. patens ssp. patens; XM_001758086.1 –
нуклеотидная (мРНК) последовательность кодирующей области каталитического домена потенциальной Ste20
подобной протеинкиназы из P. patens ssp. patens; NP_BIND (ATP) – область связывания нуклеотидфосфата;
Binding site (ATP) – сайт связывания c АТФ; ACT_SITE – акцептор протонов
мологии in silico (рис. 4, см. вклейку в конце
номера). Поскольку пока пространственная
структура SLK (Ste20like kinase) человека еще
не реконструирована, на основании результа
тов сканирования базы данных PDB в качестве
матрицы для моделирования пространственной
структуры по гомологии была выбрана проте
инкиназа человека Mst1 (STK4_HUMAN;
PDB: 3СOM – http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
3com) [46]. Степень идентичности первичных
структур каталитических доменов STSLK
и матричного белка Mst1 составляет 48,5 %
при 68,5%ном сходстве. Кроме того, иден
тичные и подобные аминокислотные остатки
достаточно равномерно распределены вдоль
всей пептидной цепи, что гарантирует высо
кую достоверность [47] реконструированной
нами пространственной структуры каталити
ческой области белка STSLK (рис. 4).
Отличия в пространственной ориентации
аминокислотных остатков, формирующих сайт
связывания с АТФ у белка STSLK (Лей145,
Гли146, Лиз147, Гли148, Сер149, Тир150,
Гли151, Ала151, Вал153, Лиз168), и соответ
ствующих им остатков у протеинкиназы Mst1
(Лей36, Гли37, Глу38, Гли39, Сер40, Тир41,
Гли42, Сер43, Вал44, Лиз59) при простран
ственном выравнивании каталитических до
менов в среднем составляют величину 1,51 Å.
В свою очередь отличия в пространственной
ориентации остатков аспарагина, формирую
щих активный центр (акцептор протонов Асп
261 (STSLK) и Асп149 (Mst1)), составляют ве
личину 0,73 Å. Аналогичная величина для це
лых каталитических доменов составляет 1,34 Å.
Результаты дополнительного фитинга (нало
жения и выравнивания) трехмерных структур
АТФсвязывающих центров белков STSLK и
Mst1 свидетельствуют о значительно большем
структурном сходстве последних – 0,77 Å.
Интересно то, что остатки треонина протеин
киназы STSLK, расположенные в положениях
Тре287 и Тре295 (рис. 4), соответствуют остат
кам протеинкиназы Mst1, вовлекаемым в про
цесс фосфорилирования, и отличаются по
ориентации от своих аналогов на величины,
меньшие, чем в среднем по домену – 0,71 и
0,97 Å соответственно. Это свидетельствует об
относительно более высокой «консервативнос
ти» пространственной структуры данных участ
ков по сравнению с пространственной струк
турой всей молекулы и, наряду с достаточной
консервативностью аминокислотного состава,
может служить дополнительным доказательст
вом каталитических свойств исследуемого бел
ка. Максимальные отличия пространственной
структуры протеинкиназ STSLK и Mst1 наб
людаются для остатков в диапазонах положе
ний от 173 до 180 (отклонение свыше 6 Å) и
для остатка треонина в позиции 399 аминокис
лотной последовательности STSLK.
Таким образом, выраженная гомология
аминокислотных и нуклеотидных последова
тельностей, данные кладистического анализа и ре
зультаты анализа пространственной структуры
белка STSLK (A9RVK0) из Physcomitrella patens
ssp. patens с высокой степенью вероятности
подтверждают его принадлежность к группе
Ste20подобных серин/треониновых протеин
киназ и позволяют выделить ее в качестве наи
более вероятного растительного гомолога про
теинкиназы SLK человека.
Высокий уровень сходства последователь
ностей каталитических доменов обнаруженных
растительных гомологов и результаты предска
зания пространственной структуры белка
STSLK позволяют идентифицировать данную
группу как растительные Ste20подобные про
теинкиназы. В настоящее время Ste20подоб
ные протеинкиназы обнаружены у представи
телей Mammalia, Fungi и Mycetozoa [48, 49,
www.expasy.org]. Для уточнения положения об
наруженных растительных гомологов относи
тельно Ste20подобных протеинкиназ было вы
полнено множественное выравнивание после
довательностей их каталитических доменов и
каталитических доменов инструментально
проверенных Ste20подобных протеинкиназ,
депонированных в базе данных SwissProt. При
этом границы каталитических доменов были
определены на основании результатов анализа
полных аминокислотных последовательнос
тей в SMART. 
Одновременно анализ в SMART  подтвер
дил значительные различия в доменном соста
ве, доменной архитектуре и топологии ката
литических S_TKc доменов известных Ste20
подобных протеинкиназ из Mammalia, Fungi,
Mycetozoa и их гомологов из Viridiplantae (рис.
5, см. вклейку в конце номера) [24]. Так, в ря
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де случаев в составе ранее известных Ste20по
добных протеинкиназ помимо каталитическо
го S_TKc домена присутствуют: PH – домен
плекстриновой гомологии (Mycetozoa – Dictyoste
lium discoideum: PAKC) [50], PRT – просперо
(RPT_1) домен (Viridiplantae – Hordeum vulgare:
Q9ARL7), трансмембранная область (домен)
(Mammalia – Homo sapiens: TAOK2; Mycetozoa –
D. discoideum: PAKH), calpanin_III – кальпо
нинIII домен (Mycetozoa – D. discoideum:
STK4L), PBD (CRIB) – домен интерактивного
связывания Cdc42/Rac (Fungi: STE20 (S. cere
visiae), STE20 (Schizosaccharomyces pombe),
STE20 (Candida glabrata), STE20 (Kluyveromyces
lactis), STE20 (Schizosaccharomyces pombe),
STE20 (Candida albicans), STE20 (Debaryomyces
hansenii); Mycetozoa (D. discoideum): PAKA;
PAKC; PAKB), C1 – домен богатый цистеином
(Mycetozoa – D. discoideum: PAKD) (рис. 5).
Филогенетическое NJ древо, построенное
на основании множественного выравнивания
(рис. 5), показало, что группа растительных
гомологов имеет наибольшее сходство катали
тических доменов с депонированной в Swiss
Prot Ste20подобной протеинкиназой DST1
(http://dictybase.org/db/cgibin/gene_page.pl?
dictybaseid =DDB0216377) из D. discoideum
[51]. При этом идентичность аминокислотных
последовательностей каталитических доменов
растительных гомологов и Ste20подобной
протеинкиназы DST1 составляла 61–62 % при
78%ном сходстве. Кроме того, при сканиро
вании базы данных UniProt с помощью инст
румента BLASTp против каталитического до
мена DST1 максимальное сходство аминокис
лотных последовательностей имели именно
растительные протеинкиназы, обнаруженные
нами при сканировании SwissProt / TrEMBL,
против последовательности каталитического
домена протеинкиназы SLK (SLK_HUMAN)
из Homo sapiens. 
Это не только еще раз подтверждает принад
лежность обнаруженных растительных гомоло
гов к группе Ste20подобных протеинкиназ, но
также позволяет определить аминокислотную
последовательность каталитического домена
протеинкиназы DST1 из Dictyostelium discoideum
как лучший вектор для биоинформационного
поиска новых Ste20подобных протеинкиназ
у высших растений.
Настоящая работа была выполнена в рамках
проекта 08–04–90454: «Сравнительный анализ
киномов микротрубочек животных и высших
растений» при финансовой поддержке проектов
совместного конкурса НАН Украины – РФФИ
на 2008–2009 гг.
P.A. Кarpov, А.I. Yemets, V.G. Мatusov, 
A.Yu. Nyporko, Е.S. Nadezhdina, Ya.B. Blume
BIOINFORMATIC SEARCH FOR PLANT
HOMOLOGS OF Ste20LIKE 
SERINE/THREONINE PROTEIN KINASES
Eleven plant homologs of animal and yeast Ste20like
protein kinases were identified. It was shown that the near
est plant homologs of the Ste20like protein kinases are the
unknown proteins A9RVK0 from Physcomitrella patens
ssp. patens and A7P2E2 from Vitis vinifera. Cladistic analy
sis showed a protein kinase dst1 from Dictyostelium discoideum
as the closest protein to the newly found plant homologs. A
predicted spatial structure of the A9RVK0 from P. patens
ssp. patens catalytic domain is presented.
П.А. Карпов, А.І. Ємець, В.Г. Матусов, 
О.Ю. Нипорко, Е.С. Надєждіна, Я.Б. Блюм
БІОІНФОРМАЦІЙНИЙ ПОШУК РОСЛИННИХ
ГОМОЛОГІВ Ste20ПОДІБНИХ 
СЕРІН/ТРЕОНІН ПРОТЕЇНКІНАЗ
Знайдено 11 рослинних гомологів Ste20подібних
протеїнкіназ тварин та дріжджів. Показано, що най
ближчими рослинними гомологами Ste20подібних
протеїнкіназ являються білки з раніше невідомою
функцією A9RVK0 із Physcomitrella patens ssp. patens
та A7P2E2 із Vitis vinifera. Найближче положення
до групи рослинних гомологів займає Ste20подібна
протеїнкіназа dst1 із Dictyostelium discoideum. Реконст
руйована просторова структура каталітичного домену
A9RVK0 із P. patens ssp. patens.
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